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El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial con especial 
incidencia en los países desarrollados. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), en 
2008 se diagnosticaron 12,66 millones de nuevos casos de cáncer y 7,56 millones de 
personas fallecieron a causa de esta enfermedad en todo el mundo. En España, el 28,1% de 
los fallecimientos en 2010 fueron causados por algún tipo de cáncer, siendo la primera causa 
de muerte en varones y la segunda en mujeres (
El cáncer 
Instituto Nacional de Estadística, 2010).  
El cáncer se caracteriza por el desarrollo oportunista de células anormales, que se 
dividen y crecen sin control en cualquier parte del cuerpo. Este crecimiento sin control se 
puede producir por numerosas causas entre las que destacan el aumento de la proliferación 
celular o la inhibición de la muerte celular. Bajo la designación de cáncer se engloban más de 
200 patologías entre las cuales los cinco tipos más frecuentes a nivel mundial son los de 
cáncer de pulmón, mama, colorrectal, estómago y próstata (Globocan, 2008).  
Una parte de los tumores que se originan a lo largo de la vida derivan en cánceres 
formados por células que se han convertido en malignas por acumulación de mutaciones y 
alteraciones cromosómicas en su genoma, obteniendo una ventaja adaptativa sobre las 
células normales. Estas alteraciones pueden estar causadas por agentes externos 
(radiaciones, productos químicos), agentes infecciosos (virus del papiloma humano, 
Helicobacter pylori, Aspergillus) o fallos en la replicación del ADN durante la división celular. 
Estas alteraciones se desarrollan normalmente durante el transcurso de 20 – 30 años. 
El mecanismo por el que las células se hacen cancerosas es el objetivo de multitud de 
estudios. Hanahan y Weinberg, resumen de forma generalmente aceptada en “The hallmarks 
of cancer” (Hanahan y Weinberg, 2000, Hanahan y Weinberg, 2011), las 8 capacidades que 
han de adquirir las células en el proceso de la formación de un cáncer: 
1. Mantenimiento de las señales proliferativas. 
2. Inmortalidad replicativa, impidiendo la senescencia y la muerte celular. 
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3. Bloqueo de la señalización antiproliferativa, inhibiendo genes antitumorales. 
4. Resistencia a la muerte celular programada o apoptosis. 
5. Inducción de angiogénesis, manteniendo los requisitos energéticos del 
tumor. 
6. Activación de la invasión y metástasis. 
7. Reprogramación del metabolismo energético. 
8. Evasión de la respuesta inmune. 
Estas ocho capacidades permiten a las células cancerígenas sobrevivir, proliferar y 
diseminarse, y son adquiridas de maneras muy diferentes, y en orden muy diverso, pero en 
todos los casos se necesita que ocurran dos características: inestabilidad genética, generando 
mutaciones aleatorias en las células tumorales, e inducción de procesos inflamatorios, 
promoviendo el desarrollo de tumores. 
Recientemente Vogelstein y su grupo analizan y resumen los resultados generados 
tras la secuenciación del genoma de multitud de tumores (Vogelstein et al., 2013) 
concluyendo que se han identificado 140 genes conductores de tumores (drivers), algunos 
tienen mutaciones genéticas que confieren una ventaja sobre el crecimiento celular, otros lo 
son por mecanismos epigenéticos y su estudio es más complejo pues es más difícil su 
identificación debido a la falta de mutaciones. Los genes conductores se agrupan en 12 
cascadas de señalización, involucrados a su vez en 3 procesos celulares: 
diferenciación/itinerario/destino celular, supervivencia celular y mantenimiento del genoma. 
Existe una heterogeneidad intra- e intertumoral, que dificulta la respuesta terapéutica. Esta 
heterogeneidad afecta a las mutaciones genómicas pero no a las cascadas de señalización 
alteradas. 
Por tanto, el cáncer es un conjunto de patologías heterogéneas y dinámicas que 
evolucionan y se adaptan al entorno, explicando así la dificultad de su tratamiento. Por ello 
es necesario el estudio de todas estas capacidades y características para con un mayor 
conocimiento de éstas, poder desarrollar métodos de detección precoz y nuevos fármacos 
enfocados a terapias personalizadas y dirigidas frente a dianas específicas que permitan curar 






El cáncer de mama es el más común en el mundo entre las mujeres, y es 
prácticamente exclusivo de este sexo, pues menos del uno por ciento de los pacientes con 
cáncer de mama son varones (
El cáncer de mama 
Fentiman et al., 2006).  
En 2010, el cáncer de mama fue la causa de 458.000 defunciones en el mundo. La 
incidencia es muy variable, siendo muy baja (menos de 20 casos por 100.000 habitantes) en 
África subsahariana, China y otros países del este asiático (excepto Japón), o alta (80-90 casos 
por 100.000 habitantes) en países de Norte América, América del sur, Australia y países de 
Europa occidental (Globocan, 2008). El riesgo de padecer cáncer de mama se incrementa con 
la acumulación de los ciclos ováricos (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast 
Cancer, 2002). La supervivencia al cáncer de mama se acerca al 85% en países desarrollados y 
en torno al 50-60% en países en vías de desarrollo (Globocan, 2008). 
La glándula mamaria está compuesta por diferentes tipos celulares. 
Morfológicamente presenta una red de conductos que acaban en un lóbulo. Los conductos 
están formados por dos capas de células: luminal y mioepitelial (Almendro y Fuster, 2011). 
Los lóbulos contienen células mioepiteliales envolviendo a las células lobulares (Figura 1).  
Hay dos posibles teorías para la aparición del cáncer de mama. Una propone a las 
células madre de la glándula mamaria como la clave en la carcinogénesis, dada su larga vida y 
su posibilidad de acumular mutaciones, por lo que todos los tipos de cáncer de mama 
provendrían del mismo tipo celular (Almendro y Fuster, 2011). La segunda teoría, propondría 
a cada tipo celular de la glándula mamaria como responsable del origen de los diferentes 
subtipos de cáncer de mama (Polyak, 2007). 
El cáncer de mama es una enfermedad heterogénea que incluye varios tipos de 
tumores con características histológicas y moleculares diversas, resultando en un 
comportamiento clínico diferente (Vargo-Gogola y Rosen, 2007, Weigelt et al., 2010a). La 
OMS ha descrito hasta 18 subtipos histológicos de cáncer de mama (Globocan, 2008), de 
estos los mayoritarios son el carcinoma ductal invasivo (50-80% de los casos) y el carcinoma 
lobulillar invasivo (5-15% de los casos), los 16 subtipos restantes son minoritarios (Weigelt et 






Molecularmente, el cáncer de mama se puede clasificar en: luminal A, luminal B 
(Perou et al., 2000), basal (también conocido como triple negativo), Her2+ y normal (“normal 
like”) (Parker et al., 2009). Además de esta clasificación, en los últimos años se han descrito 3 
subtipos moleculares más (Weigelt et al., 2010b): apocrino molecular, interferón y “Claudin-
low”, los tumores de este último subtipo tienen un patrón genómico parecido a las células 
madre cancerígenas. En la Tabla 1 se resumen los rasgos característicos de los principales 
subtipos moleculares de cáncer de mama. 
Figura 1. Esquema de la unidad básica de la glándula mamaria. La glándula mamaria está compuesta por 
una lámina de células, ductal o lobular, rodeada por una capa de células mioepiteliales. Diferentes 




Tabla 1. Características principales de los tipos moleculares de cáncer de mama. ER: receptor de estrógeno; 
PR: receptor de progesterona; EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico; HER2: Receptor del 
factor de crecimiento epidérmico 2. +: Positivo. -: negativo. +/-: ocasionalmente positivo. -/+: raramente 
positivo. Adaptado de (Weigelt et al., 2010a, Weigelt et al., 2010b, Eroles et al., 2012). 
 
 
Además de por las características moleculares y del tipo histológico, el cáncer de 
mama se clasifica por su estadio, según el sistema de estadificación TNM, dependiendo de 
tres parámetros: el tamaño del tumor, el número de ganglios linfáticos afectados y la 





El tratamiento del cáncer de mama depende del estadio (Manchon et al., 2010):   
- Estadios I, II, IIIA y IIIC operable: Cirugía conservadora o mastectomía más 
extirpación de los ganglios axilares mediante la técnica del ganglio centinela. Quimioterapia 
adyuvante basada en antraciclinas (doxorubicina) y taxanos (paclitaxel). Hormonoterapia si el 
tumor es dependiente de hormonas, y dependiendo de si la paciente es premenopáusica o 
postmenopáusica el tratamiento será con tamoxifeno o inhibidores de aromatasa, 
respectivamente. Trastuzumab o lapatinib, si el tumor es Her2+. 
- Estadios IIIB y IIIC no operable: Quimioterapia. Radioterapia tras la quimioterapia. 
Hormonoterapia si procede, y trastuzumab si el tumor es Her2+. 
- Estadio IV: En este estadio, y debido al estado tan avanzado de la enfermedad, el 
objetivo del tratamiento es paliativo, pues las posibilidades de curación son muy bajas. 
Tabla 2: Estadificación del cáncer de mama según la clasificación del Comité Conjunto Americano sobre el 
Cáncer (AJCC). El estadio se determinará dependiendo de la clasificación T (tumor primario), N (ganglios 




Aunque la supervivencia al cáncer de mama es muy alta, la alta incidencia y la 
complejidad molecular e histológica de estos tumores, producen casi medio millón de 
defunciones a nivel mundial anualmente, por lo que es muy importante continuar con el 
estudio de este tipo de cáncer para comprender la compleja biología molecular de estos 
tumores, desarrollar fármacos efectivos contra ellos, y aplicar una terapia más eficaz para 
cada paciente. 
2.3 
La colina (Cho) es un nutriente esencial en la dieta humana, siendo necesaria para la 
síntesis de lípidos de membrana como la fosfatidilcolina (PC) y la esfingomielina (SM) (
El ciclo de Kennedy: de colina a fosfatidilcolina 
Zeisel 
et al., 1991). Penetra en las células por difusión pasiva o bien por difusión facilitada mediante 
un sistema ubicuo de transporte específico de baja afinidad. En el sistema nervioso existe un 
sistema específico de alta afinidad para transportar colina al interior de las neuronas (Pelech 
y Vance, 1984).  
El ciclo de la CDP-colina, también denominado ciclo de Kennedy o de síntesis de 
fosfatidilcolina, fue descrito por primera vez en 1957 por Eugene P. Kennedy indicando que la 
síntesis de PC se realiza mediante un intermediario de colina, la citidina difosfocolina (CDP-
colina) (Kennedy, 1957). El ciclo de Kennedy consta de tres reacciones. La primera, la 
fosforilación de colina en fosfocolina (PCho) mediante el enzima colina quinasa (ChoK). La 
segunda, la adición de un grupo citidil mediante una citidil transferasa, está considerada 
como la etapa limitante del ciclo de Kennedy. Y la tercera reacción, la adición de un 
diacilglicerol (DAG) gracias a una fosfotransferasa. La acción de la fosfolipasa D (PC-PLD), 
cierra el ciclo volviendo a generar colina libre (Pelech y Vance, 1984, Fagone y Jackowski, 
2013) y ácido fosfatídico (PA) (Figura 2), que a su vez es hidrolizado en ácido lisofosfatídico 
(LPA) o DAG, cuyas cascadas de señalización son mitogénicas (Billah y Anthes, 1990, 
Nishizuka, 1992, Zeisel, 1993). 
El ciclo de Kennedy tiene una variante responsable de la síntesis de 
fosfatidiletanolamina (PE) a partir de etanolamina, conectado con el ciclo clásico ya que PE 
puede convertirse en PC a través del enzima fosfatidiletanolamina metiltransferasa (PEMT) 
(Blusztajn et al., 1979). Los enzimas que gobiernan esta ruta alternativa son diferentes a los 
del ciclo de Kennedy propiamente dicho, aunque la acción enzimática es similar.  
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Figura 2. Ciclo de Kennedy. En negrita se representan los metabolitos. En cursiva los enzimas responsables 
de cada paso enzimático. El sentido de las flechas indica la dirección de la síntesis con la entrada o salida de 
otros compuestos participantes en las diferentes reacciones del ciclo. CTP, citidina trifosfato.  
PC es el fosfolípido más abundante de la membrana plasmática, representando en 




El enzima colina quinasa es la responsable de la fosforilación de colina a fosfocolina en 
una reacción que usa como cofactores ATP y magnesio (
Colina quinasa y su papel en la tumorogénesis 
Wittenberg y Kornberg, 1953). El gen 
que codifica para colina quinasa en levaduras fue clonado en 1989 (Hosaka et al., 1989), y en 
1992 el mismo grupo clonó el gen que codifica para el enzima humana (Hosaka et al., 1992). 
Hay tres isoformas diferentes de ChoK en humanos (ChoKα1, ChoKα2 y ChoKβ) codificadas 
por dos genes CHKA y CHKB (Aoyama et al., 2004). Las tres isoformas de ChoK tienen 
actividad colina quinasa y etanolamina quinasa in vitro (Aoyama et al., 1998). Recientemente 
se ha descrito que en células enteras, la ChoKα1 manifiesta tanto actividad colina quinasa 
como etanolamina quinasa, mientras que en esas condiciones, la actividad de ChoKβ es 




como dímero, tanto homo- como heterodímero, siendo el homodímero α/α el que posee 
mayor actividad enzimática, y el homodímero β/β el de menor actividad enzimática medida 
por su capacidad de convertir colina en fosfocolina en sistemas in vitro (Aoyama et al., 2002).  
La primera sospecha de una posible función del ciclo de Kennedy en la regulación de 
la proliferación celular y su posible alteración en cáncer data de los estudios pioneros de 
resonancia magnética nuclear donde se observó que los niveles de fosfocolina y 
fosfoetanolamina estaban elevados en tejidos tumorales comparados con sus respectivos 
tejidos normales (Glunde et al., 2011). La primera relación entre los niveles de PCho y un 
incremento de actividad de colina quinasa datan de 1987, donde se encuentran niveles 
elevados de este metabolito en células transformadas por el oncogén RAS (Lacal et al., 1987, 
Lacal, 1990), debido a un incremento en la actividad de ChoKα (Hernandez-Alcoceba et al., 
1997, Ramirez de Molina et al., 2001). Otros oncogenes como SRC, RAF y MOS, también 
incrementan la actividad ChoK tras la transformación (Hernandez-Alcoceba et al., 1997). Por 
otro lado, se ha descrito que PCho es necesario para la síntesis de ADN en la mitogénesis 
inducida por factores de crecimiento, y es mitogénico cuando se añade exógenamente a 
fibroblastos (Cuadrado et al., 1993). 
Los niveles proteicos de ChoKα están elevados en líneas celulares procedentes de 
tumores humanos comparados con los de sus correspondientes líneas primarias(Ramirez de 
Molina et al., 2004, Ramirez de Molina et al., 2007, Hernando et al., 2009, Iorio et al., 2010, 
de la Cueva et al., 2013), y en diferentes tumores humanos de mama, colon, pulmón, 
próstata y ovario, respecto a su tejido normal adyacente (Ramirez de Molina et al., 2002a, 
Ramirez de Molina et al., 2002b, Iorio et al., 2010) Además, las líneas derivadas de tumores 
humanos tienen una gran actividad de ChoK y altos niveles de PCho (Bhakoo et al., 1996, 
Ramirez de Molina et al., 2002a) y también los tumores(Nakagami et al., 1999, Iorio et al., 
2005). Por último, se ha demostrado que ChoKα es un factor pronóstico asociado a una 
menor supervivencia de pacientes con cáncer de pulmón no microcítico y hepatocarcinoma 
(Ramirez de Molina et al., 2007, Kwee et al., 2012). 
El posible mecanismo molecular por el que ChoKα aumenta la proliferación y 
participa en la transformación celular, es el aumento de la expresión del enzima, que 
controla la expresión de proteínas implicadas en el ciclo celular como son las ciclinas y otras 




En base a estos resultados, la ChoKα se ha considerado como una nueva diana 
terapéutica en cáncer, pues su sobreexpresión coopera en la inducción de tumores y su 
inhibición tiene efecto antitumoral en modelos murinos (Hernandez-Alcoceba et al., 1999, 
Ramirez de Molina et al., 2005). La relevancia de ChoKα en carcinogénesis humana ha 
permitido por tanto el desarrollo de una novedosa estrategia antitumoral (Lacal, 2001).  
La primera molécula usada como inhibidor de colina quinasa fue el Hemicolinio-3 
(HC-3) (Wittenberg y Kornberg, 1953). Debido a su gran toxicidad en los terminales nerviosos 
colinérgicos donde interfiere con el transportador de acetilcolina y provoca parálisis 
respiratoria, es imposible usarlo en clínica (Cannon, 1994). Sin embargo, el HC-3 ha servido 
como base para la generación de nuevos inhibidores de la colina quinasa más específicos y 
menos tóxicos (Campos et al., 2000, Campos et al., 2001, Conejo-Garcia et al., 2003, Sanchez-
Martin et al., 2005). Entre estos compuestos el MN58b (Figura 3) ha servido de herramienta 
para dilucidar el mecanismo de acción antitumoral de los inhibidores de ChoK gracias a sus 
propiedades antiproliferativas tanto in vitro como in vivo. Este compuesto ha servido para 
validar la inhibición de ChoKα como estrategia antitumoral (Hernandez-Alcoceba et al., 1997, 
Hernandez-Alcoceba et al., 1999). 
El MN58b es un inhibidor de ChoKα, 21 veces más potente frente a este isoenzima 
que frente a ChoKβ (Gallego-Ortega et al., 2009). Este compuesto tiene un efecto diferencial, 
ya que las células tumorales entran irreversiblemente en apoptosis mientras que las células 
primarias no tumorales sufren una parada de ciclo celular reversible al retirar el tratamiento 
(Rodriguez-Gonzalez et al., 2004, Rodriguez-Gonzalez et al., 2005). Su mecanismo de acción 
ha sido asociado con un incremento específico en ceramidas, metabolitos asociados a 
muerte celular por apoptosis (Rodriguez-Gonzalez et al., 2004). 
La inhibición de ChoKα, mediante ARN de interferencia (ARNi) (Banez-Coronel et al., 
2008, Yalcin et al., 2010); o por diferentes fármacos usados por otros grupos (Clem et al., 
2011), han validado las observaciones iniciales de nuestro grupo mediante inhibición 
farmacológica directa con el MN58b, pues obtienen resultados parecidos en cuanto a 
respuesta celular se refiere. 
La inhibición de ChoKα bloquea dos de las rutas más importantes en supervivencia 
celular, la vía de fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), ya que induce la defosforilación de Akt en la 
posición serina 473 (Chua et al., 2009, Clem et al., 2011) y la ruta de las MAP quinasas (Yalcin 




Todos estos resultados validan a la inhibición farmacológica de ChoKα para su 
utilización en clínica como nueva estrategia antitumoral, y han sentado las bases para el 
diseño de una tercera generación de inhibidores de ChoKα, mejorando su capacidad 
antitumoral y disminuyendo la toxicidad del fármaco. De entre ellos, el (Figura 3) se ha 
seleccionado como molécula líder. 
Ambos inhibidores de ChoKα modulan la metabolización del 5 fluorouracilo (5FU), 
fármaco ampliamente usado en quimioterapia, produciendo una combinatoria sinérgica con 
este fármaco en sistemas celulares derivados de tumores de colon tanto in vitro como in vivo 
(de la Cueva et al., 2013).  
Por último, se ha descrito que la ceramidasa ácida (ASAH1), implicada en drenar 
ceramidas, participa en la generación de resistencia a los inhibidores de colina quinasa en 
tumores primarios y en células derivadas de tumores no microcíticos de pulmón (Ramirez de 
Molina et al., 2012) y que el tratamiento conjunto de inhibidores de la ceramidasa ácida e 
inhibidores de ChoKα producen un efecto antitumoral sinérgico en este sistema celular, lo 
que sugiere una posible terapia combinada con inhibidores de estos dos enzimas en 
pacientes poco sensibles a los inhibidores de ChoKα. 
Estudios más recientes han demostrado que la inhibición de ChoKα puede 
conseguirse mediante la inhibición competitiva de la unión de colina o de ATP de forma 
 
 
Figura 3. Estructura de los diferentes inhibidores de ChoK.  HC-3, Hemicolinio-3. Me, grupo metilo. 
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independiente (Hudson et al., 2013, Sahun-Roncero et al., 2013). Estos resultados ponen de 
manifiesto que es posible conseguir la inhibición de la actividad ChoKα mediante estrategias 
alternativas y complementarias. 
 
2.5 
El metabolismo de colina juega un papel muy relevante en el cáncer de mama, pues 
existe en los tumores de pacientes con cáncer de mama una correlación entre la actividad 
ChoK y el grado histológico del tumor (
Colina quinasa y cáncer de mama 
Ramirez de Molina et al., 2002a). Además, las células 
normales extraídas de tejido mamario, tienen más colina, pero menos PCho que las células 
tumorales, y estas últimas tienen una alta expresión de ChoKα (Ramirez de Molina et al., 
2002b, Cao et al., 2012). Por último, las células tumorales poseen más receptores de calcio 
(Huang et al., 2009) y mayor actividad de los transportadores de colina (Morse et al., 2009) 
en la membrana plasmática, que aumentarían aún más la actividad de ChoK y por tanto el 
incremento de los niveles de PCho en las células tumorales respecto a las células primarias 
(Glunde et al., 2004). 
La inhibición farmacológica de ChoKα disminuye la cantidad de PCho en los tumores 
y el tamaño de estos (Hernandez-Alcoceba et al., 1997, Hernandez-Alcoceba et al., 1999, Al-
Saffar et al., 2006, Krishnamachary et al., 2009), induciendo apoptosis en células tumorales 
pero no en las células primarias (Rodriguez-Gonzalez et al., 2005, Banez-Coronel et al., 2008). 
Estudios en resistencia a 5FU, demuestran que la inhibición de ChoKα mediante ARNi 
disminuye el consumo de colina de las células tumorales, necesaria para el crecimiento 
celular, y disminuye también el consumo de timidina aumentando la sensibilidad por este 
fármaco (Mori et al., 2007, Nimmagadda et al., 2009). Por otro lado, la sobreexpresión de 
ChoKα se correlaciona con un aumento de la expresión del gen timidilato sintasa, implicado 
en la generación de resistencia al 5FU (Shah et al., 2010). 
A nivel molecular, además de la inhibición de la fosforilación de Akt por la inhibición 
de ChoKα (Chua et al., 2009, Clem et al., 2011) se ha descrito la relación a nivel proteico de 
ChoKα con el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), en presencia del proto-
oncogen SRC (Miyake y Parsons, 2012).  




Los esfingolípidos son constituyentes esenciales para las membranas de las células 
eucariotas. Fueron descubiertos por Johann Thudichum en 1884, aunque es en 1947 cuando 
se caracterizan estructuralmente (Pruett et al., 2008).  
Dentro de los esfingolípidos se encuentran las ceramidas, esfingomielinas, 
gangliósidos y cerebrósidos, todos ellos moléculas anfipáticas que comparten una estructura 
común, una base esfingoide, que principalmente es esfingosina, esfinganina, o 
fitoesfingosina (Futerman y Hannun, 2004, Zheng et al., 2006, Pruett et al., 2008) (Figura 4).  
La ceramida (Cer) es el esfingolípido más sencillo de todos, pero a su vez el 
esfingolípido central, pues participa en todas las rutas de síntesis del resto de esfingolípidos. 
Las rutas que regulan la generación de ceramidas incluyen las siguientes alternativas: 
1. La síntesis de novo. Se localiza en el retículo endoplasmático y comienza con la 
condensación de serina y palmitoil-CoA por medio del enzima serina palmitoil 
transferasa (SPT) resultando en 3-cetoesfinganina, la cual se reduce a 
esfinganina, por acción del enzima KDSR. Los enzimas ceramidas sintasas (CerS) 
añaden un ácido graso a la esfinganina generando dihidroceramida (DH-Cer) 
sobre la cual actúa una desaturasa (DEGS) eliminando un doble enlace entre el 
carbono 4 y 5 de la base esfingoide generando ceramida (Figura 4) (Hannun y 
Obeid, 2002, Merrill, 2002, Kraveka et al., 2007). En humanos existen seis 
ceramidas sintasas, generando ceramidas con diferentes cadenas de ácidos 
grasos (Levy y Futerman, 2010, Hannun y Obeid, 2011, Mullen et al., 2012). Las 
ceramidas más comunes son las de 16 a 24 átomos de carbono (Bielawska et al., 
2001, Mimeault, 2002, Ogretmen, 2006). 
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Figura 4. Síntesis de novo de ceramidas. En la imagen se muestra la dihidroceramida, ceramida y 
esfingomielina unidas a un ácido graso de 16 átomos de carbono. En rojo se representan los enzimas 
encargados de cada etapa. 
 
 
2. Hidrólisis y síntesis de esfingomielina. La esfingomielina es un esfingolípido 
compuesto de ceramida y fosfocolina que se encuentra en la membrana 
plasmática, retículo endoplasmático, lisosoma, citosol y núcleo. Dependiendo del 
pH del compartimento en el que se encuentre, la hidrólisis de SM tiene lugar por 
acción de una esfingomielinasa (SMasa) diferente generando ceramida y PCho 
(Figura 5). Las SMasas pueden ser ácida, neutra o alcalina (Marchesini y Hannun, 
2004, Jenkins et al., 2009). 
La SM se sintetiza en el aparato de Golgi, a partir de una molécula de PC y otra de 
Cer por medio de las esfingomielinas sintasas (SGMS1), en el retículo 
endoplasmático o en la membrana plasmática (SGMS2) (Tafesse et al., 2006, 
Villani et al., 2008, Holthuis y Luberto, 2010) (Figura 5). 
3. Ruta de salvamento y degradación de esfingolípidos. Se conoce como ruta de 
salvamento a la síntesis de ceramida a través de la acilación de esfingosina por la 
acción de los enzimas ceramidas sintasas. Este paso es reversible pues sobre las 




dependiendo del compartimento en el que se encuentre la ceramida, generando 
esfingosina y un ácido graso (Koch et al., 1996, El Bawab et al., 2000, Mao et al., 
2001). Las ceramidasas pueden actuar también sobre DH-Cer, generando 
esfinganina en lugar de esfingosina. 
La esfingosina o esfinganina, pueden ser fosforiladas por las esfingosinas 
quinasas generando esfingosina-1-fosfato (S1P) o esfinganina-1-fosfato (SaP), 
respectivamente. Esta fosforilación se revierte por la acción de las fosfatasas de 
esfingosina-1-fosfato (Hait et al., 2006, Pyne et al., 2009, Maceyka et al., 2012).  
La forma de degradar los esfingolípidos es a través de la esfingosina fosfato liasa 
(SGPL1) que actúa sobre S1P y SaP para generar fosfoetanolamina y hexadecanal 
(hexadecenal en el caso de SaP) (Ogretmen, 2006, Bandhuvula y Saba, 2007, 
Hannun y Obeid, 2008, Bartke y Hannun, 2009, Gault et al., 2010) (Figura 5).  
4. Biosíntesis de esfingolípidos complejos. Las ceramidas se pueden transportar al 
aparato de Golgi por medio de transporte vesicular generando esfingolípidos 
como las galactosilceramidas y glucosilceramidas, precursoras a su vez de 
esfingolípidos más complejos como son las lactosilceramidas y gangliósidos. Otra 
forma de transporte de ceramidas al aparato de Golgi es por medio de una 
proteína transportadora de ceramidas (CERT), produciéndose síntesis de SM 
(Yamaji et al., 2008, Bartke y Hannun, 2009, van Echten-Deckert y Walter, 2012). 
 
Las ceramidas tienen una gran importancia en cáncer. Los niveles de ceramidas 
aumentan como consecuencia del tratamiento con diversos fármacos anticancerígenos 
resultando en la inducción de muerte celular (Rodriguez-Gonzalez et al., 2004, Dickson et al., 
2011, Mullen et al., 2011). Actualmente, muchos enzimas implicados en las rutas en las que 
participan las ceramidas son estudiados como posibles nuevas dianas terapéuticas y 
diferentes inhibidores para estos enzimas están siendo desarrollados (Canals et al., 2011, 
Adan-Gokbulut et al., 2013). Por otro lado, mecanismos celulares encargados de generar 
resistencia a fármacos anticancerígenos consisten en drenar las cantidades de ceramidas a 
otros metabolitos evitando así sus efectos tóxicos (Sietsma et al., 2001, Ramirez de Molina et 
al., 2012, Kartal Yandim et al., 2013, Liu et al., 2013). Las ceramidas son, pues, metabolitos 
muy importantes que participan en diferentes rutas metabólicas, relacionándose en algunas 
de ellas con PC y PCho (Figura 5).   
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Figura 5. Esquema de las rutas metabólicas en las que está implicada la ceramida y su conexión con el ciclo 
de Kennedy y colina quinasa. En círculos se representa los enzimas que gobiernan los diferentes pasos en 
cada ruta. Cho, colina; DAG, diacilglicerol; PA, ácido fosfatídico; PC: fosfatidilcolina; PCho, fosfocolina; PE: 
fosfatidiletanolamina; PLD: fosfolipasa D; SM: esfingomielina; SMasa: esfingomielinasa. 
 
2.7 
Aunque durante muchos años los esfingolípidos fueron considerados como meros 
componentes estructurales de las membranas, actualmente se considera que también 
juegan importantes funciones en señalización celular con una gran implicación tanto en la 
regulación de la apoptosis, como en la proliferación celular (
Papel de las ceramidas en cáncer 
Ogretmen y Hannun, 2004, Taha 
et al., 2006, Morales et al., 2007, Hannun y Obeid, 2008, Maceyka et al., 2012, Pyne et al., 






A principios de los años 90 se comprobó que las ceramidas añadidas exógenamente 
inducían fragmentación de ADN en células tumorales, signo inequívoco de muerte celular, 
efecto que sólo ocurría con la adición de ceramidas pero no con las formas DH-Cer (Obeid et 
al., 1993, Ji et al., 1995).  
Las ceramidas son mediadores de la respuesta de estrés celular (Hannun, 1996) 
teniendo funciones en diferenciación celular (Furuya et al., 1998); arresto del ciclo celular 
(Dbaibo et al., 1995, Lee et al., 1998); autofagia (Scarlatti et al., 2004); senescencia (Venable 
et al., 1995) y apoptosis (Hannun y Obeid, 1995). Todas estas funciones son debidas a la 
interacción de las ceramidas con diferentes proteínas (Taha et al., 2006, Morad y Cabot, 
2013, Saddoughi y Ogretmen, 2013) (Figura 6). 
Las ceramidas se unen a la proteína fosfatasa 2A (PP2A), entre sus funciones están la 
inhibición a Akt, lo que conduce a la muerte celular (Chalfant et al., 1999). También se unen a 
la proteína fosfatasa 1 (PP1) implicada en la defosforilación de la proteína del retinoblastoma 
(Rb), induciendo parada del ciclo celular (Alesse et al., 1998). 
La quinasa supresora de RAS (KSR) es otra de las dianas de las ceramidas (Zhang et 
al., 1997), estimulando su autofosforilación. KSR es un enzima integrante de la cascada de 
señalización de los oncogenes RAS y RAF, ambos implicados en diferenciación celular. Otra 
quinasa que interacciona con las ceramidas es la proteína quinasa C ζ (PKC ζ) (Bourbon et al., 
2000), implicada en apoptosis mediada por caspasas (Sumitomo et al., 2002).  
JNK y p38 son proteínas que regulan el crecimiento celular, la diferenciación celular y 
la apoptosis. Ambas proteínas están incrementadas cuando hay un aumento de ceramidas, a 
través de la unión con la proteína de interacción con tiorredoxina (TXNIP) (Chen et al., 2008). 
Ambas proteínas junto con Akt pueden activar a BAX, una proteína mitocondrial implicada en 
la apoptosis mediada por mitocondria (Morad y Cabot, 2013). 
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Otras dianas de las ceramidas son catepsina D (Heinrich et al., 1999), enzima 
lisosomal directamente relacionada con el truncamiento de Bid, una de las proteínas 
iniciadoras de la apoptosis mediada por mitocondria, y ezrina (Canals et al., 2010), proteína 
de membrana implicada en la migración tumoral. 
Por último, las ceramidas también interaccionan con proteínas implicadas en el 
metabolismo energético, como la quinasa activada por AMP (AMPK), la autofagia, uniéndose 
a proteínas de la familia ATG, y ciclo celular, como survivina (Morad y Cabot, 2013) (Figura 6). 
 
 
Figura 6. Esquema de las interacciones de ceramida con diferentes proteínas y algunas de sus funciones 
celulares. Las ceramidas activan proteínas como catepsina D, PP2A, TXNIP, PKC ζ, que acaba n creando poros 
en las mitocondrias, las cuales liberan diferentes proteínas que activan la muerte celular. Otras proteínas 
diana de las ceramidas están implicadas en arresto del ciclo celular (survivina, PP1, Akt), autofagia (ATG), 
metabolismo energético (AMPK), migración (ezrina) y diferenciación (KSR/RAF). AIF: factor de inducción de 
apoptosis; AMPK: quinasa activada por AMP; KSR: quinasa supresora de Ras; PKC ζ: proteína quinasa c ζ; PP1: 
proteína fosfatasa 1; PP2A: proteína fosfatasa 2A; Rb: proteína del retinoblastoma; pRb: proteína del 
retinoblastoma fosforilada; tBid: proteína Bid truncada; TXNIP: proteína de interacción con tiorredoxina. 




Estudios recientes muestran como las ceramidas unidas a diferentes ácidos grasos 
pueden tener funciones opuestas, así la Cer C-18 (ceramida unida a un ácido graso de 18 
átomos de carbono), producida principalmente por CerS1, suprime el crecimiento tumoral en 
células de cáncer de cabeza y cuello, mientras que la Cer C-16, sintetizada mayoritariamente 
por CerS6, induce el crecimiento tumoral en las mismas células (Koybasi et al., 2004, Senkal 
et al., 2007, Senkal et al., 2010, Senkal et al., 2011).  
Por otro lado, en pacientes de cáncer de mama se ha correlacionado los altos niveles 
de Cer C-16 con la invasión a ganglios linfáticos (Schiffmann et al., 2009), y se ha descrito una 
elevada expresión de los genes que codifican para CerS2 y CerS6 (Erez-Roman et al., 2010), 
indicando que las diferentes cadenas de ácido graso unidas a ceramida tienen diferentes 
efectos en cáncer (Grosch et al., 2012). 
 
2.8 
Los esfingolípidos S1P y ceramida-1-fosfato (Cer-1P) tienen funciones opuestas a las 
descritas para las ceramidas (
Papel de esfingosina-1-fosfato y ceramida-1-fosfato en cáncer 
Gangoiti et al., 2008a, Ponnusamy et al., 2010). La S1P se forma 
por la fosforilación de esfingosina por los enzimas esfingosina quinasa 1 (SK1) y 2 (SK2). La 
SK1 actúa en el citoplasma y la SK2 en el núcleo. S1P puede quedarse dentro de la célula o 
secretarse al exterior, donde es substrato de 5 receptores específicos en la membrana 
celular. De esta forma S1P tiene funciones autocrinas o paracrinas (Rosen y Goetzl, 2005). 
La conversión de ceramida a S1P se asocia con progresión del ciclo celular y 
proliferación (Zhang et al., 1990, Zhang et al., 1991, Olivera et al., 1999). Además de 
promover la supervivencia celular, S1P inhibe la apoptosis (Cuvillier et al., 1996, Spiegel y 
Milstien, 2003), y la liberación de péptidos pro-apoptóticos mitocondriales causados por las 
ceramidas (Cuvillier y Levade, 2001). 
El enzima SK1 también está asociado con la tumorogénesis, pues se ha observado 
una elevada expresión de la proteína en pacientes con cáncer de estómago, pulmón, cerebro, 
colon, riñón, mama y linfoma no-Hodgkin (Pyne y Pyne, 2010). En cáncer de mama, la 
expresión incrementada de SK1 se ha correlacionado con un peor pronóstico de las pacientes 
y con resistencia a quimioterapéuticos (Long et al., 2010). Es interesante resaltar el efecto 
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opuesto que tiene SK2, pues su sobreexpresión puede tener efectos apoptóticos (Igarashi et 
al., 2003, Liu et al., 2003). 
La ceramida puede fosforilarse a ceramida-1-fosfato gracias al enzima ceramida 
quinasa (CERK). La Cer-1P tiene efectos opuestos a Cer ya que activa las rutas de señalización 
de supervivencia MAPK/ERK, PI3K/Akt y JNK (Boath et al., 2008). Además inhibe PP2A y PP1, 
efectos opuestos a los que realizan las ceramidas (Gangoiti et al., 2008b) (Figura 6). 
Finalmente, Cer-1P activa a dos fosfolipasas de PC, PLA2G4A y PLA2G6, liberando ácido 
araquidónico, precursor de la síntesis de eicosanoides, mediadores de la respuesta 
inflamatoria (Pettus et al., 2005) y Liso-PC, un potente mitógeno (Billah y Anthes, 1990, 
Nishizuka, 1992, Zeisel, 1993). 
Todo esto hace que la regulación de los esfingolípidos sea un evento fundamental en 
las células tumorales tanto en los procesos de muerte celular, como en los procesos de 
supervivencia, apoyando que su estudio tenga una gran relevancia en los mecanismos de 

















1.- Estudio del mecanismo de acción antitumoral de los inhibidores 
de ChoKα en el sistema modelo de tumores de mama. 
 
 
2.- Identificación de los posibles mecanismos de generación de 
resistencia a la actividad antiproliferativa de los inhibidores de ChoKα en 
el sistema modelo de tumores de mama. 
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4 Materiales y métodos 
 
4.1 
Los diferentes inhibidores y fármacos usados en esta Tesis se recogen en la Tabla 3, 
con la concentración stock, la concentración de trabajo, la solubilidad y el proveedor del 
producto.  




Todas las líneas celulares utilizadas en esta Tesis proceden de la Colección Americana 
de Cultivos Celulares (ATCC). Se han comparado tres líneas derivadas de tumores de mama 
humanos: MCF7 (HTB-22), MDA-MB 231 (HTB-26) y T47D (HTB-133), frente a una línea 
Cultivos celulares  
Tabla 3. Información de los fármacos y reactivos usados. v/v: relación volumen/volumen; mM: milimolar; 
µM: micromolar; nM: nanomolar. Entre paréntesis aparece la referencia comercial del compuesto. MetOH: 
Metanol; MSA: Ácido metasulfónico; EtOH: Etanol. 
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Tabla 4. Características de las líneas de mama usadas. ER: receptor de estrógeno; PR: receptor de 
progesterona; HER2: receptor del factor de crecimiento epidérmico 2; TP53: estatus del gen oncoprotector 
p53. +: Positivo. -: negativo. Adaptado de (Neve et al., 2006). 
celular epitelial no tumorogénica procedente de una enfermedad fibrocística mamaria: 
MCF10A (CRL10317) (Tabla 4). En algunos experimentos, como validación, se ha usado la 
línea celular HT29 (HTB-38) derivada de un adenocarcinoma colorrectal. 
Las líneas MCF7 y T47D fueron mantenidas en RPMI1640 (Instituto Memorial Roswell 
Park) (GIBCO), las líneas MDA-MB 231 y HT29 fueron mantenidas en medio DMEM (Medio 
Eagle modificado por Dulbecco) (GIBCO) y la línea MCF10A fue mantenida en DMEM-F12 
(GIBCO) (Medio Eagle modificado por Dulbecco, Ham´s F12 en proporción v/v 1:1). 
Los medios de cultivo RPMI1640 y DMEM fueron suplementados con suero fetal 
bovino (FBS) al 10% (Life Technologies), 2 mM de glutamina, 1% de fungizona y 100 U/ml de 
amikacina (GIBCO). El medio de cultivo DMEM-F12 fue suplementado con suero de ternera 
neonata (NCS) al 10% (Life Technologies), 2 mM de glutamina, 1% de fungizona y 100 U/ml 
de amikacina (GIBCO), 10 μg/ml de factor de crecimiento epitelial (EGF) (Calbiochem), 50 
μg/ml de hidrocortisona, 2,5 mg/ml de insulina y 100 ng/ml de toxina colérica (Sigma-
Aldrich). 
Las líneas celulares fueron mantenidas en condiciones estándar de cultivo: 95% de 








Los ensayos de viabilidad se realizaron sembrando  células en 200 µl de medio por 
pocillo, en placas de 96 pocillos (BD Biosciences), dejándolas  en su medio de cultivo 
estándar. A continuación se les añadió el tratamiento correspondiente durante los diferentes 
tiempos estudiados.  
Para el análisis de viabilidad celular se utilizó un método colorimétrico basado en la 
reducción del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio). El MTT se 
preparó a una concentración de 5 mg/ml en PBS, y se añadieron 20 µl a cada pocillo. La placa 
se mantuvo en el incubador durante 3 horas, transcurrido ese tiempo se aspiró el medio y se 
añadieron 200 µl de DMSO. Tras solubilizar todo el contenido celular y ver que el color era 
homogéneo, la absorbancia fue determinada a 560 nm en un lector de placas VersaMax 
Microplate Reader (Molecular Devices). 
 
Análisis de viabilidad celular 
4.4 Determinación de los parámetros IC50, GI50, TGI, LC
La respuesta celular a los inhibidores de colina quinasa se ha determinado mediante 
el cálculo de los siguientes parámetros (Figura 7): 
IC
50 
50, concentración de inhibición 50: concentración de fármaco con la que 
obtenemos una inhibición celular del 50% en el tiempo final del estudio. 
GI50, concentración de inhibición del 50% del crecimiento: concentración de fármaco 
a la que se inhibe el crecimiento celular un 50% en el tiempo final del estudio. 
TGI, inhibición total del crecimiento: concentración de fármaco por la que 
obtenemos una inhibición total del crecimiento celular en el tiempo final del estudio. 
LC50
Para el cálculo de estos parámetros se utilizó el método de MTT (ver apartado 4.3, 
Análisis de viabilidad celular). Se sembraron  células en 200 µl de medio por pocillo en placas 
de 96 pocillos (BD Biosciences), dejándolas en su medio de cultivo estándar. A continuación 
se les añadió fármaco a concentraciones crecientes. 
, concentración letal 50, concentración de fármaco con la que obtenemos una 
muerte celular del 50% en el tiempo final del estudio. 







La distribución del ciclo celular fue determinada mediante tinción del ADN con ioduro 
de propidio (IP). Las células fueron expuestas a los diferentes tratamientos durante los 
tiempos establecidos en cada experimento. Tras centrifugar las células y lavarlas con PBS, se 
añadieron 50 µl de detergente NP40 para permeabilizar las membranas celulares, después se 
añadió 1 ml de IP a una concentración de 50 µg/ml conteniendo ARNasa a una concentración 
de 20 µg/ml.  
Ensayos de citometría de flujo 
Para el análisis de la muerte celular se usó anexina V (Southern Biotech, #10038-02), 
además de IP, distinguiendo así las células apoptóticas tempranas (positivas para anexina V y 
negativas para IP), apoptóticas tardías (positivas para anexina V y para IP) y las células 
necróticas (negativas para anexina V y positivas para IP). Las de células fueron expuestas a los 
diferentes tratamientos durante los tiempos establecidos en cada experimento. Después de 
lavar las células con PBS, las células fueron resuspendidas en 100 µl de tampón de unión 
Figura 7. Parámetros de inhibición celular. Imagen ilustrativa con la significancia biológica de los cuatro 
parámetros de inhibición celular medidos por la técnica de MTT: GI50, IC50, TGI, LC50. Unidades de 
absorbancia arbitrarias. 
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(HEPES 10 mM pH 7,4; NaCl 140 mM; CaCl2
4.6 
 2,5 mM; BSA 0,1%) y se le añadieron 10 µl de 
anexina V. Las muestras se incubaron durante 15 minutos en oscuridad a 4ºC y 
posteriormente se añadió 380 µl de tampón de unión y 10 µl de IP a 50 µg/ml. 
Las células fueron analizadas en un citómetro BD FACScanto II, equipado con 3 
láseres. 
Las células, después del tratamiento necesario para cada experimento, se lavaron 
con PBS. Se obtuvieron extractos proteicos totales a partir de una solución de lisis: NaF 50 
mM, Na
Extracción de proteína total procedente de líneas celulares 
4P2O7
4.7 
 10 mM, EDTA 5 mM, Tris-HCl 50 mM pH 7,5, Tritón X-100 0.5% (v/v), 
deoxicolato sódico 0,5% (p/v), conteniendo los inhibidores de proteasas y fosfatasas: PMSF 
0,4 mM, pepstatina A 2 μg/ml y leupeptina 2 μg/ml (todos procedentes de Sigma-Aldrich). El 
contenido de proteína total se evaluó por el método Bradford (Bio-Rad) utilizando como 
patrón concentraciones crecientes de BSA (Sigma-Aldrich). 
 
 
Separación electroforética de proteínas procedentes de líneas 
celulares e inmunodetección (Western Blot) 
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Para el análisis de expresión de proteínas específicas, el extracto de proteína total se 
resolvió  en geles de poliacrilamida al 6, 7,5, 10 o 15% dependiendo del tamaño de la 
proteína en condiciones desnaturalizantes y reductoras de SDS (PAGE-SDS) (Bio-Rad 
Hercules, CA). A continuación se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa por medio de 
un iBlot (Life Technologies, IB3010-32). Las membranas se bloquearon con 5% de leche en 
polvo desnatada en TTBS (Tris-HCl 20 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%), se 
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente durante toda la noche a 4ºC. 
Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón 
o conejo conjugados directamente con peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology) durante 1 hora 
a temperatura ambiente. Después de la incubación con los anticuerpos, las membranas 
fueron lavadas tres veces con TTBS. La visualización de las proteínas se realizó mediante el 
método de quimioluminiscencia ECL Western Blotting Detection Reagent (Millipore) 
siguiendo las indicaciones del fabricante. Los anticuerpos utilizados se recogen en la Tabla 5 
con las diluciones de anticuerpo usadas, así como la casa comercial de la que fueron 
obtenidos.  
Para la densitometría se utilizó el programa Quantity One 4.6.3 (Bio-Rad). Los niveles 
de proteína se normalizaron según la intensidad del control de carga utilizado en cada caso.  
 
 
Tabla 5. Información sobre los anticuerpos usados. Información de los anticuerpos usados junto con sus 
diluciones, peso molecular, huésped y proveedor.  * (Gallego-Ortega et al., 2006). 




Para la extracción del ARN total de las distintas líneas celulares se partió de 5x10
Extracción de ARN total procedente de líneas celulares y PCR 
cuantitativa 
5
La cuantificación se realizó por la ecuación del delta delta Ct (ΔΔCt) y de la 
cuantificación relativa (RQ) detallados en los artículos de Livak y Schmittgen (
 
células y después del tratamiento requerido en cada experimento, se extrajo el ARN con el kit 
RNeasy Mini (Qiagen) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para comprobar la calidad del 
ARN extraído, se visualizó en un gel de agarosa al 1% y se midió la contaminación y 
concentración del ARN en un espectrofotómetro Nanodrop ND 1000. Se utilizó 1 μg de ARN 
para generar el ADNc usando el kit High-Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems).  
La PCR cuantitativa se realizó por triplicado usando 50 ng de ADN en el equipo 
StepOne Real Time PCR System (Life Technologies). El ARN ribosómico 18S, fue utilizado 
como control endógeno de la PCR. Las sondas utilizadas se compraron a Life Technologies 
como Taqman Gene Expression Assays.  
Livak y 
Schmittgen, 2001, Schmittgen y Livak, 2008). 
4.9 
Para el análisis de ceramidas, esfingomielinas, y de esfingosina, esfinganina y sus 
formas fosfato, Las células se sembraron en placas P100, después fueron tratadas con los 
diferentes fármacos y compuestos en los tiempos establecidos en cada experimento. 
Posteriormente las células se lavaron con PBS y fueron recogidas con una breve 
tripsinización. Una alícuota del extracto se guardó para la cuantificación de proteínas y el 
resto se envió para el análisis de esfingolípidos. Los extractos fueron analizados en diferentes 
centros, los equipos usados, su ubicación y los protocolos seguidos se detallan a 
continuación:  
Análisis de esfingolípidos 
Protocolo A: Los extractos se enriquecieron con los siguientes patrones internos: N-
dodecanoil-esfingosina, N-dodecanoil-glucosilesfingosina, N-dodecanoil-esfingosilfosfocolina 
y D-eritro-dihidroesfingosina y C17 D-eritro-dihidroesfingosina-1-fosfato; y se analizaron 
mediante cromatografía líquida de ultra resolución acoplada a espectometría de masas con 
analizadores de tiempo de vuelo (UPLC-TOF) (Waters). La columna analítica posee las 
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siguientes medidas: 100 mm × 2,1 mm diámetro interno, 1,7 micras C8 Acquity UPLC BEH 
(Waters). 
La cuantificación se llevó a cabo utilizando el cromatograma iónico extraído de cada 
compuesto. El rango dinámico lineal se determinó inyectando mezclas estándar. La 
identificación positiva de los compuestos se basó en la medición de la masa exacta con un 
error <5 partes por millón (ppm) y su tiempo de retención en la cromatografía líquida, en 
comparación con la de un estándar. 
Para la cuantificación de las formas fosfato de las bases esfingoides, el análisis de los 
extractos se realizó mediante cromatografía líquida acoplada a un espectrómetro de 
masas/masas (LC-MS/MS) con un sistema que consta de una bomba Waters Alliance 2690 LC 
conectado a un espectrómetro de masas Quattro LC de triple cuadrupolo de Micromasas. La 
separación se realizó en una columna Purospher STAR RP-18 (125 x 2 mm, 5 micras) (Merck). 
La detección MS/MS se realizó con una interfaz de electropulverización operando en el modo 
de iones positivos. Una descripción detallada del protocolo seguido ha sido publicado 
previamente (Canals et al., 2009). 
 
Protocolo B: Los extractos se enriquecieron con los siguientes patrones internos: 
esfingosina C17, esfingosina-fosfato C17, C17 ceramida 16:0, C17 ceramida 18:0, 18c 
esfingomielina 6:0, y 18c esfingomielina 17:0. Después de la extracción de lípidos, se 
analizaron mediante cromatografía líquida de alta presión (HPLC) (Phenomenex), acoplado a 
un espectrómetro triple quadrupolo equipado con una fuente de iones por electroespray 
(Parker Hannifin Corp). La columna analítica es una columna BDS hypersil C8, con unas 
medidas 150 mm x 3,2 mm; 3 micras de partículas obtenida de Phenomenex.  
La cuantificación de masa se realizó en base a las curvas generadas por las muestras 
estándares usadas para la calibración. 
Una descripción detallada del protocolo seguido ha sido publicado previamente 
(Bielawski et al., 2006). 
4.10 
Las células se sembraron en placas P100, después, las células fueron tratadas con los 
diferentes fármacos y compuestos en los tiempos establecidos en cada experimento. 
Análisis de fosfolípidos 
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Posteriormente las células se lavaron con PBS y recogidas con una breve tripsinización. Las 
células se homogenizaron en una solución de HCl/CH3OH (1:8, v/v), 200 mg/ml del 
antioxidante 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol, y se añadieron los estándares lipídicos. Las 
fracciones orgánicas se evaporaron y reconstituyeron en una solución CH3OH/CHCl3/NH4
Rysman et al., 2010
OH 
(90:10:1.25, v/v/v). Los fosfolípidos se analizaron por espectrometría de masas (ESI-MS/MS) 
en un espectrómetro de cuadrupolo híbrido de trampa de iones (Sistema 4000 QTRAP, 
Applied Biosystems) ( ).  
4.11 
Para los experimentos de RMN, se sembraron células por duplicado o triplicado para 
cada tratamiento. Tras 16-18 horas se cambió el medio de cultivo por medio fresco con los 
inhibidores de colina quinasa y se mantuvo durante 24 horas. 
Después del tiempo del tratamiento, se lavaron las células con NaCl 0,9 M y se 
levantaron sin tripsinización, usando un rascador con 1,5 ml de metanol, que se recogió en 
un tubo de vidrio, a esta mezcla se añadieron 1,5 ml de cloroformo y 1,5 ml de agua. La 
solución final de MetOH/CHCl
Estudios de resonancia magnética nuclear 
3/H2
Con el fin de normalizar la cantidad variable de células en cada placa, la señal total de 
cada espectro de RMN (calculado como la suma de todas las regiones de integración, 
O (1:1:1; v/v/v), se centrifugó durante 30 minutos en frío a 
2000 rpm. 
 A la fase acuosa o polar se le añadió agua hasta los 10 ml. Se lavó la fracción con 
Chelex 100 (C7901-25G) y se congeló a -80ºC hasta su procesamiento.  
Los espectros de RMN de alta resolución se registraron en un espectrómetro Bruker 
Avance operando a 16,4 Teslas (frecuencia del protón de 700 MHz) a 293 K usando sondas 
TXI o QXi con capacidad de pulsos de gradiente de campo, y equipado con un cambiador de 
muestras BACS120. 
Los espectros de RMN de protón se registraron utilizando una secuencia de pulso 
NOESY (noesygppr1d en la nomenclatura de la compañía Bruker) empleando gradientes de 
campo durante 10 milisegundos durante el tiempo de mezcla. Se acumularon de 128 a 512 
FIDs (Free Induction Decays). 
Los desplazamientos químicos de protón se referenciaron en relación a las señales de 
un estándar interno, TMSP (0.00/0.00 ppm).  
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exceptuando la señal del TMSP) de cada muestra se tomaron en cuenta. Las muestras con 
una cantidad total de señal menor se ajustaron con el factor de corrección correspondiente 
para que coincidiesen con la muestra más concentrada en cada serie. Los valores del 
desplazamiento químico se presentan en ppm.  
4.12 
Venus-lisenina es una proteína de fusión entre la proteína fluorescente venus, que es 
un derivado de la proteína GFP que emite fluorescencia a la misma longitud de onda que 
ésta, lisenina, una toxina aislada del gusano Eisenia foetida que se une a esfingomielina 
creando poros en la membrana plasmática produciendo hemólisis y el marcador His-Tag (seis 
residuos de histidina juntos). El resultado de esta fusión es una proteína que se une 
específicamente a esfingomielina y que es fluorescente sin ser tóxica para la célula. 
Marcaje específico de SM mediante la unión de lisenina 
El vector con la proteína de fusión venus-lisenina (donado por el grupo de 
investigación del Dr. Kobayashi al grupo del Dr. Hannun), es un vector PqE3 (Yamaji et al., 
1998, Canals et al., 2010). 
El protocolo para la purificación de esta proteína de fusión fue el siguiente: 
Se transformaron bacterias BL21 con el vector venus-lisenina con resistencia a 
ampicilina. De las colonias crecidas se picaron 5 colonias y se crecieron en un pre-inóculo de 
100 ml de medio de Luria-Bertani (LB). 
Al día siguiente se diluyó el pre-inóculo hasta una densidad óptica de 0,05 a 600 nm, 
en 6 litros de un medio de cultivo altamente rico (Terrific Broth) suplementado con 
ampicilina y se dejó crecer en agitación (250 rpm) a 37 ºC, hasta una densidad óptica de 1,5 a 
600 nm. La expresión de la proteína de fusión fue inducida con IPTG 1mM (Sigma-Aldrich) 
durante toda la noche a 37ºC en agitación a 250 rpm.  
Las bacterias se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 min a 4ºC. El pellet se 
resuspendió en 300 ml de buffer de lisis (imidazol 60 mM pH 7.5, Tris HCl pH 7.5, NaCl 100 
mM, glicerol 5%) y se sonicó 10 min a 85% de potencia del sonicador en pulsos de 2 segundos 
con dos segundos de diferencia, todo ello en frío.  
Se centrifugó 1 hora a 22.000 rpm a 4ºC para eliminar los cuerpos de inclusión y se 
purificó la muestra mediante cromatografía líquida de separación rápida de proteínas (FPLC).  
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Las fracciones recogidas en la purificación se comprobaron por Western Blot 
identificando los 6 residuos de histidina (Figura 8) donde sólo las fracciones 2 y 3 contenían 
lisenina que una vez cambiado el buffer de disolución fue usado en células. 
4.13 
La detección de la inducción de especies reactivas de oxígeno (ROS) fue llevada a 
cabo mediante la tinción con diclorofluoresceína (DCF), que es un fluoróforo que reacciona 
con las ROS, emitiendo a 488 nm. Para estos experimentos de microscopía in vivo se 
sembraron células MCF7 y MCF10A en placas de 6 pocillos. El medio se cambió por medio 
fresco con los inhibidores de colina quinasa durante el tiempo establecido en cada 
experimento.  
Previo a la visualización de las células, éstas se pretrataron durante 1 hora con el 
fluoróforo DCF (Sigma-Aldrich, #35845) 10 µM en PBS. Tras este tiempo, las células se 
lavaron dos veces con PBS, se añadió medio convencional y se visualizaron en el microscopio 
Cell Observer donde se fotografiaron durante 6 horas tomando fotos cada media hora. 
 
Análisis de especies reactivas de oxígeno por microscopía in vivo  
4.14 
La localización del factor de inducción de apoptosis (AIF) fue determinada mediante 
tinción con un anticuerpo específico en ensayos de microscopía confocal. Para ello, se 
sembraron células MCF7 y de MDA-MB 231 en placas de 24 pocillos en las que se pusieron 
previamente laminillas cubreobjetos (Marlenfeld GmbH & Co.KG, #01-115-00). Se cambió el 
medio por medio fresco con los inhibidores de colina quinasa, después de este tiempo se 
prepararon las células para la inmunofluorescencia. 
Estudio de la localización intracelular del factor inductor de 
apoptosis por microscopía confocal 
Las células fueron fijadas con paraformaldehído al 4% (Merck KGaA, #UN2209) 
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después se permeabilizaron con una solución 
del 0,1% de tritón X-100 en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se hizo el 
bloqueo con una solución de BSA al 3% en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
Tras el bloqueo se incubó con el anticuerpo primario (Cell Signaling, #4642) a una dilución 
1:100 en PBS conteniendo BSA al 3% durante toda la noche a 4 ºC. Como anticuerpo 
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secundario se usó un anticuerpo contra conejo marcado con Alexa fluor 488 (Molecular 
Probes, Life Technologies, A11006) 1:500 en PBS, durante 1 hora a temperatura ambiente. 
Después se marcaron los núcleos con DAPI (Molecular Probes, Life Technologies, D1306) a 
una dilución 1:500 durante 2 minutos. Finalmente las laminillas se montaron en portaobjetos 
con una gota de Prolong (Molecular Probes, Life Technologies, P36930) y se guardaron las 
muestras durante una noche mantenidas en la oscuridad a temperatura ambiente, después 
se mantuvieron hasta su visualización en frío y en la oscuridad. 
4.15 
Para el ensayo de actividad de las caspasas 3/7 se usó un kit fluorimétrico (R&D 
Systems, #BF1100). Células MCF7 y HT29 fueron tratadas con los inhibidores de colina 
quinasa y procesadas según las indicaciones del fabricante. La actividad caspasa se midió por 
fluorometría con una longitud de onda de excitación de 400 nm y una longitud de emisión de 
absorción de 505 nm en lector de placas SpectraMax Plus 384 Absorbance Microplate Reader 
(Molecular Devices).  
 
Ensayo de actividad de las caspasas 3/7 
4.16 
Las comparaciones de medias entre variables normales se realizaron utilizando el test 
de t de Student. Este test se aplica cuando la población estudiada sigue una 
Análisis estadístico 
distribución 
normal pero el tamaño muestral es demasiado pequeño como para que el estadístico en el 
que está basada la inferencia esté normalmente distribuido, utilizándose una estimación de 
la desviación típica en lugar del valor real. Los análisis estadísticos fueron realizados 
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